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Vaccins cpntre les bacteries septicemiques 



5 La presente invention a trait a des bacteries appar- 

tenant aux genres incluant des bacteries athog&nes et 
exprimant en grandes quantites des proteines antigeniques de 
la membrane externe regulees par le fer. 

Elle concerne egalement les proced£s pour la production 
10 de ces bacteries. 

Elle concerne encore des vaccins anti-bacteries 
septic&niques contenant a titre de principe actif des 
bacteries exprimant en grandes quantites des proteines 
antigeniques de la membrane externe regulSes par le fer, ou 
15 des fragments de ces bacteries ou des antigenes exprimes par 
ces bact&ries. 

Elle concerne egalement d'autres vecteurs bactgriens, 
viraux, ou autres, permettant d'exprimer ces prolines 
antigeniques, ainsi que des vaccins contenant ces proteines 
20 k titre de principe actif. 

Elle concerne egalement des vaccins vivants recom- 
binants, notamment bacteriens ou viraux, exprimant ces 
proteines antigeniques dans l'organisme vaccin6. 

On sait qu'i 1" exception de certains lactobacilles , le 
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fer est un nutriment necessaire a toutes les formes 
vivantes, y compris les bacteries. Celles-ci ont besoin de 
fer pour pouvoir se multiplier dans la cellule hote. 
L 1 aptitude de la bacteria a se multiplier in vivo constitue 

5 un facteur essentiel de la virulence. 

Bien que le fer soit present en grandes quantites dans 
l'organisme humain, la bacterie ne dispose pour se multi- 
plier que d'une quantite tres restreinte de fer libre. 

La tres grande majorite du fer d'un hdte animal est f en 

10 effet, intracellulaire (sous forme de ferritine, 
d ' h&nosid6rine ou d'hSme) et done dif f icilement accessible. 
La faible quantite de fer presente dans les liquides cor- 
porels n'existe que sous forme de complexes extr&aement 
stables, constitues principalement avec deux glycoproteines 

15 chelatrices du fer : la transferrine dans le plasma et la 
lactoferrine dans les secretions. L' existence de ces 
glycoproteines qui lient le fer avec force, mais de facon 
reversible, est necessaire pour permettre son utilisation 
par les cellules, tout en empechant sa precipitation sous 

20 forme d'hydroxyde ferrique. 

Le plasma contient des complexes de fer sous forme 
d'haptoglobine-heme, de ceruloplasmine, de ferritine, de 
lactoferrine et de transferrine. 

La majeure partie du fer est vehiculee par les 

25 transf errines. On distingue trois classes majeures de 
transferrine : la transferrine serique, la lactoferrine et 
1 ' ovo transf errine . 

La transferrine fixe environ 95 % du fer plasmatique et 
son taux de saturation est seulement d* environ 35 % chez un 

30 individu sain. 

La lactoferrine a un trfis faible taux de saturation en 
fer et elle conserve ses proprietes chelatrices dans une 
large gamme de pH ; sa presence dans toutes les secretions 
de I'organisme, e'est-a-dire au niveau des sites potentiels 

35 d 1 invasion microbienne, impose une plus grande restriction 
en fer a ces endroits qu'ailleurs dans I'organisme. 
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La complexation du fer aux glycoproteins a pour 
consequence de ne laisser subsister qu'une tr£s faible con- 
centration de fer ferrique libre (lO-^M), qui est tout 4 
fait insuffisante pour permettre la croissance normale des 
5 bacteries . 

Afin d'acquerir le fer dont elles ont besoin pour se 

multiplier chez l'hote, les bacteries disposent d'un certain 

nombre de moyens. 

Certains microorganismes semblent pouvoir obtenir leur 
10 fer par un mecanisme impliquant une interaction directe 

entre la surface cellulaire bacterienne et les prot6ines 

liant le fer chez l'hote. Ce mode d' acquisition direct ne 

concerne toutefois qu'un nombre tres limite d'esp&ces. La 

plupart des bacteries, qu 1 elles soient pathogenes ou non, 
15 combattent 1 • indisponibilite du fer # chez l'hote ou dans 

certains environnements aerobies, en produisant des composes 

chelateurs du fer appeles siderophores. 

Les siderophores sont constitues par des molecules de 

faible poids mol&culaire qui forment des complexes 
20 specif iques et de tres grande af finite avec l'ion ferrique. 

Leur biosynthese est r6gul£e par le fer et leur fonction est 

d'approvisionner la cellule bacterienne en fer. 

Ces siderophores possedent une affinity extrfemement 

elev£e pour l'ion ferrique (leur constante d' association est 
25 d' environ 10 30 M" 1 ) qui leur permet de deplacer le fer 

associe aux proteines de l'hote ou de solubiliser le fer 

ferrique precipite sous forme d'hydroxyde. 

La plupart des siderophores jusqu'ici identifies appar- 

tiennent si deux classes chimiques : les phenolates- 
30 catecholates (derives de 1'acide 2,3 dihydroxybenzoique) et 

les hydroxamates (derives de 1'acide hydroxamique) . 

Le plus connu des siderophores de la classe des 

phenolates est 1 ' enterobactine excretSe par les bacteries 

des genres Escherichia , Klebsiella, Salmonella et Shigella . 
35 L 1 enter obac tine est constitute d'un trimere cyclique de la 

2,3 dihydroxy-N-benz yl-L-s6rine et est le compose chimique 
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qui possSde la plus haute af finite conmie pour l'ion fer- 

rique (Ka = lO 52 !*" 1 ) . 

Plusieurs especes enteriques synthetisent un autre 
siderophore hydroxamate, 1 1 aerobactine . Ce siderophore est, 

5 en particulier, produit par des souches septicemiques ou 
invasives d' Escherichia coli comportant un plasmide de type 
Col V, de Salmonella typhymurium et de Shigella , 

Cette biosynthese des siderophores par les bacteries 
est associee k la production de proteines au niveau de la 

10 membrane externe dont certaines servent de recepteurs aux 
siderophores ainsi que de mecanismes qui permettent le tran- 
sport et le relargage du fer a l'int6rieur de la bacterie. 
Ces proteines formees dans la membrane externe, souvent 
designees par le terme "IROMP" pour Iron Regulated Outer 

15 MembraneProtein (prot6ine de membrane externe r£gul6e par le 
fer) f ont pour caracteristique commune d' avoir une taille 
comprise entre 70 kDa et 90 kDa et d'ere synth6tisees aussi 
bien in vitro en milieu restreint en fer qu'in vivo au cours 
de 1' infection. 

20 Les proteines de la membrane externe, recepteurs de 

siderophores, constituent done le deuxieme element des 
syst&nes dits de haute aff initio pour 1 ' acquisition 
bacterienne du fer (le premier element etant constitue par 
les siderophores ) . 

25 A cote de ces systemes de haute af finite, de nombreuses 

bact&ries disposent de systdmes de transport de basse 
af finite qui leur permettent d'utiliser les formes 
polymerisees d'hydroxyde ferrique. 

Les mecanismes dissimilation du fer ont 6te 

30 particulierement etudies chez Escherichia coli qui est le 
microorganisme le mieux connu sur le plan gen6tique. 

Le systeme endogene de haute af finite de transport du 
fer chez E. coli utilise le siderophore, enterobactine. 
L 1 enterobactine est synthetis£e et excretee dans le milieu 

35 lorsque E. coli est placee dans un environnement restreint 
en fer. Les complexes d ' enterobactine ferrique sont alors 
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captes au niveau de la membrane externe (proteine Fep A de 
81 kDa) et transports vers le cytoplasme. Dne fois inter- 
nalise, le fer est libdre par hydrolyse de 1 ' enterobactine 
ferrique, puis reduit en fer ferreux. 
5 Le sy steme enterobactine de E. coli comprend au moins 

treize genes. Sept genes (ent) sont impliques dans la 
biosynthese du siderophore et cinq genes (fep) codent pour 
des proteines de transport. 

En plus du systeme enterobactine, les souches 
10 septicemiques d' E. coli excrfetent et transportent un 
siderophore hydroxamate , 1 1 aerobactine . 

II a ete dScouvert en 1979 par P.H. WILLIAMS (37) que 
certains plasmides de type Col V portaient les g£nes du 
siderophore aerobactine et de son recepteur situe dans la 
15 membrane externe et appele proteine Iut A (proteine de 
74 kDa). 

Bien que 1 ' aerobactine ait une constante d' association 
avec l'ion ferrique inferieure a celle de 1' enterobactine, 
elle est neanmoins douee de proprietes structurales qui aug- 

20 mentent sa capacite a r6cuperer le fer lie a la transferrine 
ou & la lactof errine. 

Depuis sa mise en evidence en 1979 par P.H. WILLIAMS, 
de tres nombreuses etudes ont montre que le systeme de 
transport du fer par 1 1 aerobactine jouait un r61e 

25 determinant dans la virulence des souches pathogenes d'E. 
coli et de nombreuses autres bacteries (GRIFFITHS et al 
(13)). 

La presence du siderophore aerobactine favorise 
fortement la virulence des souches pathogenes. 
30 si 1 1 aerobactine est un chelateur moins puissant que 

1* enterobactine, il est par contre actif dans des conditions 
d'environnement beaucoup plus vari6es ( 1 ' enterobactine est 
tres sensible a l'oxydation et aux variations de pH) . 
L ' aerobactine assure done a la bacterie un degre 
35 d 1 adaptation plus grand. 

Par ailleurs, 1 1 a6robactine stimule mieux la croissance 
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bact&ri nne et elle semble etre excretee beaucoup plus 
rapidement que 1 9 ent6robactine , probablement par suite d'une 
induction genetique pref 6rentielle, lorsque E. coli est 
cultivee en presence d'un ch^lateur. 
5 La bacterie acquiert, avec I'operon aerobactine, un 

systeme de transport du fer extremement perf ormant avec un 
nombre minimum de g&nes supplementaires , quatre genes seule- 
ment pour la synthase de 1 ' aerobactine qui est un petit 
siderophore simple, et un gene codant pour le recepteur de 
10 la membrane externe. Les autres genes necessaires au 
transport des hydroxamates sont r en effet, constitutivement 
presents chez toutes les Escherichia coli . 

L' expression de tous les genes codant pour les 
proteines de membrane, recepteur s de siderophores , et les 
15 siderophores correspondants , est regul6e par une seule 
prot&ine, Fur, qui agit comme un r^presseur lorsque le fer 
est disponible en quantite suffisante. Cette regulation 
centrale est surimpos£e a une regulation individuelle qui 
module I 1 expression de chaque systeme selon les conditions 
20 d ' environnement . 

Certains auteurs ont cultivfi des bactfiries, en vue 
d'augmenter l f expression d'IROMPs dans des milieux carencfis 
en fer h l'aide de chglateurs chimiques, tels que le 1 
dipyridyl (A. BINDEREIP et al. : The cloacin receptor of Col 
25 V-bearing Escherichia coli is part of the Pe 3+ aerobactin 
system, J. Bacteriol., 1982, 150 , 1472-1475 ; C. MAROLDA et 
al. : Flanking and internal regions of chromosomal genes 
mediating aerobactin iron uptake system in enteroinvaisve 
Escherichia coli and Shigella flexneri . J, General 

30 Microbiology, 1987, 133, 2269-2278 ; A. BINDEREIF et al. : 
Cloning of the aerobactin-mediated iron assimilation system 
of plasmid col V, J. Bateriol., 1983, 153, 1111-1113; De 
LORENZO et al. : Aerobactin biosynthesis and transport genes 
of plasmid col V - K 30 in Escherichia coli K 12, J. 

35 Bacteriol., 1986, 165, 570-578 ; P. WARNER et al. : col V- 
plasmid-specified aerobactin synthesis by invasive strains 
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of Escherichia coli. Infection and Immunity, 1981, 33, 540- 
545. B. GRIFFITHS et al. ont montre dans : Synthesis -of 
aerohactin and a 76000 Dalt ns iron-regulated uter membrane 
protein by Escherichia coli K-12 - Shigella fle^npri hybrids 
and by enteroinvasive strains of Escherichia coli , Infection 
and Immunity, 1985, 49, 67-71, que des souches 
enteroinvasises de E. coli produisent de l'aerobactine et 
une proteine de membrane externe de 76 K en culture reduite 
en fer en presence d'ovotransferrine. 

Les connaissances recemment acquises sur les systemes 
d' acquisition du fer par les bacteries ont permis 
1' exploration de nouvelles voies de lutte contre les 
bacteries pathogenes. 

II a ere propose de synthetiser des analogues de 
15 siderophores qui soient toxiques pour la bacterie et 
puissent leurrer les systemes de transport du fer pour 
entrer dans la cellule bacterienne. Mais ces chelateurs 
synthetiques ont une af finite pour le fer (III) moins elevee 
que les siderophores naturels, et sont incapables de 
deplacer le fer des trans ferrines. 

ROGERS a suggere la formation de complexes entre 
l'aerobactine et des ions metalliques trivalents pour les 
utxlxser comme antimetabolites vis-a-vis du complexe naturel 
enterobactine-Fe3*. seuls les complexes formes avec le scan- 
dxum (Sc3 +) et ltindium (In 3 + , presentent une certa±ne 



20 



25 
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activite antibact6rienne (ROGERS et al (26) ; ROGERS (27)). 

II a 6t£ 6galement propose d' adsorber les siderophores 
de type phenolate qui sont des molecules aromatiques sur 
certaines proteines sSriques, qui jouent alors le r&le de 
5 molecule porteuse, permettant 1' induction d'anticorps 
specif iques dirig6s contre le siderophore. 

C'est ainsi que BYERS (5) decrit un vaccin contre le 
siderophore phenolate produit par Aeromona s hydrophila 
(bacterie responsable de septicemic chez I'homme et chez le 

10 poisson), qui a 6t6 exp6rimente chez les poissons. Le 
siderophore a 6te couple de fagon covalente a l'albumine 
humaine ou a l'albumine bovine. Des poissons immunises avec 
ces preparations produisent des anticorps qui reagissent 
contre le siderophore. II n'est, toutefois r pas precise si 

15 les anticorps formes sont aptes a neutraliser le 
siderophore. 

On a pense, 6galement, empecher le captage des 
siderophores par les bact6ries par des anticorps qui 
seraient specif iquement dirig€s contre les recepteurs de 

20 siderophores . 

BOLIN et al (4) rapportent les resultats d'une etude 
qui fait 6tat d'une certaine immunisation passive avec des 
anticorps dirig&s contre les proteines de la membrane 
externe regul6es par le fer, protegeant des dindons d'une 

25 septicemie par Escherichia coli . 

Toutes les tentatives entreprises en vue de la mise au 
point d'un vaccin efficace ont, toutefois, jusqu'ici 6choue, 
devant les diff icultes a pouvoir faire exprimer par une 
bacterie les proteines de membrane regul&es par le fer a un 

30 niveau suffisant dans la culture bacterienne. 

La pr&sente invention permet de surmonter cette dif fi- 
culte, en proposant 1 1 utilisation dans un vaccin, a titre de 
principe actif , de bacteries exprimant en grandes quantit6s 
des proteines de membrane regulees par le fer et plus 

35 particuli£rement f les r6cepteurs de siderophores a un niveau 
suffisant pour induire la formation d'anticorps qui 
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empechent la reconnaissance sp&cifique des siderophores par 
leurs rec pteurs. 

Un des buts de 1 1 invention est de f ournir des bact&ries 
exprimant des proteines de la membrane externe regulees par 
5 le fer (IROMPs), utilisables comme antigenes protecteurs. 

On autre but de 1' invention est de proposer la synthese 
des proteines de la membrane externe regulees par le fer de 
bacteries septicemiques par recombinaison gen&tique. 

Un autre but de 1" invention est de f ournir en grande 

10 quantite les IROMPs et notamment les proteines Iut A et Fep 
A, recepteurs des siderophores, aerobactine et ent£robactine 
chez Escherichia coli et d'autres families, par synthese de 
ces proteines par recombinaison genetique. 

Un autre but encore de 1' invention est de f ournir des 

15 vaccins qui contiennent, a titre de principe actif , des 
bacteries ou des fragments de ces bacteries qui presentent 
dans leur membrane externe de grandes quantity d' IROMPS et 
notamment des proteines Iut A et Fep A, obtenues par recom- 
binaison genetique ou par d'autres proc£d6s. 

20 Un autre but encore de 1' invention est de f ournir des 

vaccins qui contiennent, a titre de principe actif, des 
IROMPs, par exemple des proteines Iut A et/ou Fep A ou des 
preparations d 1 antigenes incorporant ces proteines. 

La presente invention utilise . done des bacteries 

25 exprimant des proteines de la membrane externe r£gul6es par 
le fer et dont certaines sont des recepteurs de 
siderophores, utilisables dans une preparation vaccinale. 

Les bacteries conformes a 1' invention sont 
caracteris&es en ce qu'elles expriment des quantites accrues 

30 de ces proteines de la membrane externe, et plus 
particuli&rement des recepteurs de transf errines et notam- 
ment des recepteurs de siderophores, pour induire, lorsque 
ces proteines sont utilis&es dans un vaccin, la formation 
d'anticorps empechant la fonction de reconnaissance 

35 specif ique par les recepteurs, et arretant par 14 m&me 
I 1 alimentation en fer de la bacterie pathogene. 
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Les bacteries utilisees sont f de preference, des 
enterobacteries et on pr6fere qu'elles excretent des 
siderophores enterobactine et/ou aerobactine. 

Les bact6ries sont choisies, de preference, dans le 
5 groupe constitue par Escherichia coli , Klebsiella, Sal- 
monella thyphimurium. Shigella . ? 

Les bacteries excretent, de preference, ensemble les 
siderophores aerobactine et enterobactine. 

Conform&nent A 1 1 invention, et selon un premier mode de 
10 realisation, les bacteries sont obtenues par culture de 
souches existantes dans la nature ou disponibles dans les 
laboratoires ou collections dans un milieu minimum dans 
lequel la disponibilite du fer est reduite a un niveau per- 
mettant une expression accrue satisfaisante des proteines de 
15 membrane. La culture est effectuee, de preference, en 
presence d f une proteine forte cheiatrice de fer (III) telle 
que les lactof errines, cheiateurs qui pr£sentent l'avantage 
d f etablir une restriction en fer ayant les m§mes 
caracteristiques que celle qui exist e in vivo. 
20 L 1 invention a egalement pour objet un procede de 

production de telles bacteries destinees & Stre utilis6es 
pour la preparation de vaccins, caracterise en ce que l'on 
cultive lesdites bacteries dans un milieu de culture 
contenant une proteine cheiatrice du fer (III) telle que les 
25 transf errines, et notamment lactof errines. 

On peut utiliser, comme milieu minimum, celui qui a ete 
deer it par exemple par SIMON et TESSMAN (30). 

Ce mode de realisation reste, toutefois, d'une mise en 
oeuvre delicate, car il faut, avec les cheiateurs du fer 
30 generalement utilises, r6duire suf f isamment la teneur en fer 
dans le milieu de culture, pour obtenir une expression suf- 
fisante des proteines de la membrane externe. II reste 
souvent de faibles quantites de fer qui empfechent 
I 1 expression des proteines de membrane (fer provenant, par 
35 exemple, du fermenteur ou des tuyauteries qui sont, en 
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general, en acier inoxydable) . On est, alors, oblige d 1 avoir 
recours a des procedes relativement compliques, pour 
abaisser la teneur en fer a un niveau qui permette 
1' expression des proteines de la membrane externe des 
5 bacteries, et dont la mise en oeuvre est couteuse. 

Selon un second mode de realisation de 1' invention, qui 
est aussi le mode de realisation prefer^, les bact6ries 
exprimant r en grandes quantitgs, les proteines de la mem- 
brane externe r recepteurs de siderophores r sont tranformees 
10 par des plasmides recombinants. 

La synthese des proteines de la membrane ex t erne, 
recepteurs de siderophores ou de transferrine, par recom- 
binaison g&n&tique, presente, en effet, de nombreux avan- 
tages : 

15 - elle permet d' avoir une expression importante de ces 

proteines, ind6pendamment de la concentration en fer du 
milieu de culture, 

- elle permet d'6tudier les reactions immunitaires 
directement dirig&es contre ces proteines, en excluant tout 

20 autre constituant de la souche d'origine, 

- elle est la solution la plus economique pour exprimer 
des proteines de membrane dans un environnement ou le fer 
est tou jours present ( f ermenteurs , tuyauteries et equipe- 
ments divers en acier inoxydable) . 

25 Si le demandeur s'est plus particulierement interesse a 

la synthese des proteines Iut A et Fep A, recepteurs des 
siderophores a&robactine et enterobactine chez E. coli . on 
comprendra que les techniques de recombinaison g&n&tique 
decrites ci-apres, s 1 appliqueront par analogie a la synthese 

30 des proteines de membrane (IROMPs), recepteurs des 
siderophores, (aerobactine et enterobactine) ou de transfer- 
rines de bact6ries pathogenes autres que E. coli . 

L' invention concerne done aussi la preparation des 
proteines Iut A et/ou Fep A d' E. coli par recombinaison 
genetique . 
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La proteine Iut A peut fitre synth6tisee par un procede 
qui consisted notamment : 

- a isoler le plasmide ou le chromosom de s uches d f J2. 
coli de Salmonelles , Shigelles ou Klebsielles pathogenes qui 

5 porte l'operon aerobactine, 

- a separer du plasmide ou chromosome un fragment qui 
contient le gene iut A r 

- a liguer ledit fragment avec un vecteur de clonage, 

- a inserer les clones ayant integre le g&ne iut A dans 
10 un vecteur d' expression (par exemple le plasmide GTI 001), 

- et £ exprimer la proteine IutA par culture des 
clones. 

La proteine Fep A est obtenue : 

- en isolant d'un plasmide (par exemple le plasmide pMS 
15 101 construit par LAIRD et YOUNG (19)) ou d'un chromosome 

bact&rien, E. coli, Salmonelles ou Klebsielles un fragment 
portant le gene fep A, 

- en clonant ledit fragment dans un vecteur de clonage, 

- en inserant le gene fep A dans un vecteur 
20 d* expression, de preference, dans le vecteur utilis6 pour 

!• expression de la proteine Iut A (plasmide GTI 001), 

- et en faisant exprimer la proteine Fep A par culture 
des clones. 

Les vecteurs d' expression des proteines Iut A et/ou Fep 
25 A peuvent etre des bact6ries et on preferera utiliser E.. 
coli dont les systemes d' expression sont les mieux connus. 
On peut cependant egalement utiliser d'autres vecteurs, 
notamment viraux ou constitues de levures, dont les con- 
structions peuvent Stre mises en oeuvre par I'homme de 
I'art. 
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Les clones bact6riens exprimant les proteines Iut A 
et/ou Fep A peuvent etre multiplies, dans un milieu 
approprie, a une temperature suffisamment basse pour 
empecher ou limiter 1' expression, en general inf6rieure a 
5 32 # C. L 1 expression est ensuite induite par elevation de la 
temperature, par exemple & 42 *C pendant environ 4 heures, 
pour induire 1' expression des genes iut A et fep A . 

On obtient ainsi des bacteries qui integrent les 
proteines Iut A et Fep A ainsi que leurs precurseurs prolut 
10 A et proFep A, se presentant sous la forme d' inclusions 
cytoplasmiques de grande taille. 

Ces bacteries utilisees, dans un vaccin, a titre de 
principe actif, induisent la formation d'anticorps diriges 
contre les proteines Iut A et Fep A qui empfechent la 
!5 reconnaissance par ces proteines de leurs siderophores 
respectifs afirobactine et ent6robactine, reduisant fortement 
par la meme, 1 1 alimentation en fer de la bacterie et blo- 
quant sa multiplication. 

L' invention concerne done egalement des vaccins qui 
20 contiennent, & titre de principe actif, des bacteries recom- 
binantes exprimant des proteines de la membrane externe 
regulees par le fer. 

Elle a plus particulierement pour objet des vaccins qui 
contiennent, a titre de principe actif: des bacteries recom- 
25 binantes ou des fragments de ces bacteries, notamment des 
fragments de membranes qui integrent des prolines Iut A 
et/ou Fep A et/ou leurs precurseurs prolut A et/ou proFep A? 
ou encore les proteines Iut A et/ou Fep A et/ou leurs 
precurseurs, par exemple extraits du cytoplasme ou de la 
30 membrane externe des bacteries recombinantes . 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, 1' invention a 
pour objet des vaccins qui contiennent, a titre de principe 
actif; des bacteries homologues des bacteries septicemiques , 
ou des fragments de ces bacteries, cultivees dans un milieu 
35 a restriction de fer, et qui integrent, en guantites 
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accrues, des pro twines Iut A et/ou Fep A et/ou encore leur 
prScurseurs j les prolines Iut A et/ou Fep A ( t/ou leurs 
percurs urs) convenablement extraites. 

De pr£f6rence, ces derniers vaccins sont pr£par6s a 
5 base de bact£ries cultiv^es dans un milieu contenant tin 
chglateur de fer (III) fort de type prot£ique et notamment 
transferrine, lactoferrine ou ovo trans ferrine. 

L f invention sera bien comprise h la lecture de la 
description qui suit, se referant aux figures ci-annex6es 
10 sur lesquelles : 

la figure 1 represente le profil proteique obtenu par 
electrophordse d'un clone exprimant la proteine Iut A, 

la figure 2 represente le profil proteique obtenu par 
. • electrophor&se d'un clone exprimant la proteine Fep A. 
15 Les abr&viations utilisees dans la suite du texte ont 

les significations qui suivent : 
Amp r ampicilline-resis tant 

Clo cloacine-sensible 
dATP desoxy-adenosine triphosphate 

20 EDTA acide ethylene-diamine-tetraac^tique 
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Ent ent6robactine 

E.O.P.S. exempt d 1 organismes pathog&nes 

sp6cifiques 

IPTG isopropyl-p-thiogalactopyranoside 
5 kpb kilopaire de bases 

LB luria broth 

OMP proteine extra-membranaire (outer 

membrane protein) 
PAGE 6lectrophorese en gel de polyacrylamide 

10 pb paire de bases 

PBS tampon phosphate (phosphate buffered 

saline) 

SDS sodium dodecyl sulfate 

ST Simon et Tessman 

1 5 TEMED N,N,N' ,H* - te tramethy lene diamine 

Tris tris-hydroxy-aminomethyl-methane 
tet r tetracycline-resistant 



MATERIEL S ET METHODES 

1. MATERIELS 
20 1 . Souches 

On a rassemblS dans le tableau I les souches utilisees. 
Les souches pathogenes mises en oeuvre sont des souches de 
septic6mies chez des veaux ou des poulets et proviennent de 
la souchotheque RHONE-MERIEUX . 
25 Les souches hotes utilisees pour le clonage, le 

sSquencage et 1* expression derivent toutes de Escherichia 
coli K 12. 

On peut, sans difficultes, remplacer ces souches, par 
d'autres souches septicemiques sauvages ou des souches de 
30 laboratoire 

2. Plasmides 

L'origine et les caracteristiques des plasmides 
utilises pour le clonage et 1' expression sont presentees 
dans le tableau II. 
35 3, Milieux 
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Milieu minimum de SIMON et TESSMAN (30). 
Sa composition est la suivante : 
MaCl 5,8 g 

KC1 3,7 g 

5 CaCLj, 21^0 0,15 g 

MgCl 2 , 6H^0 0,10 g 

NH 4 C1 1,10 g 

Na 2 S0 4 0,142 g 

KH2P0 4 0,272 g 

10 Tris 11,20 g 

H^O qsp 1000 ml pH 7,4 

L' unique source de carbone est constitute par du suc- 
cinate de sodium ajoute a la concentration finale de 10 g/1. 
Pour etablir une restriction en fer dans ce milieu, on 
15 a ajoute de l'ovotransf errine (SIGMA) a la concentration 
finale de 250 ug/ml (Des concentrations superieures a 500 
pg/ml sont possibles). 

Le milieu temoin riche en fer est obtenu par addition 
de FeCl 3 , 6H 2 0 (MERCK) & la concentration finale de 40pM. 
20 Milieu minimum M9 MANIATIS (23) 

Na 2 HP0 4 6,0 g 

KH 2 P0 4 3,0 g 

NaCl 0,5 g 

NH 4 C1 1,0 g 

25 H 2 0 qsp 1000 ml pH 7,4 

on ajoute a ce milieu de base : 

Mg S0 4 1M 2 ml/ 1000 ml 

glucose 20 % 10 ml/ 1000 ml 

CaCl 2 1M 0,1 ml/1000 ml 

30 - Milieu riche LB (MANIATIS et al., (23)) 

Bactotryptone 10 g 

Extrait de levure 5 g 

NaCl 5 g 

H 2 0 qsp 1000 ml PH 7,4 

35 - Milieu riche BTS (BIO MERIEUX) 

Biotryptase 17 g 
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Biosoyase 3 g 

NaCl 5 g 

K 2 HP0 4 2,5 g 

glucose 2,5 g 

5 H 2 0 qsp 1000 ml pH 7 f 3 

- Milieu riche BHI (Coeur-cervelle BIO MERIEUX) 

Infusion de cervelle de veau 200 g 
Infusion de coeur de boeuf 250 g 

Bio-gelytone 10 g 

10 NaCl 5 g 

Na 2 HP0 4 2,5 g 

glucose 2,0 g 

H 2 0 qsp 1000 ml pH 7,4 

- Milieu riche "M9 SP" pour 1' expression 
15 milieu : 

SP (Tryptone 3,2 % ; Extrait de levure 2%) 100 ml 

M9 (6,6 X concentre) filtre sur filtre de 0,22 |jm 15 ml 

(Millipore) 

Mg S0 4 100 mM 1,5 ml 

20 FeCl 3 0, 1 mM 1,5 ml 

Vitamine B1 (solution a 5 %) 1,5 ml 

Les milieux solides ont la meme composition que les 

milieux liquides correspondants et contiennent 12 g d'agar 

par litre de milieu. 

25 Les antibiotiques sont utilises dans les milieux 

solides et liquides aux concentrations finales suivantes : 

Ampicilline 25 pg/ml 

Tetracycline 12,5 |ig/ml 

L • isopropyl- /3 -D-thiogalactopyranoside ( IPTG ) est 

30 ajoute, selon les cas, & une concentration finale allant de 

0,05 mM a 0,4 mM. 

La sterilisation des milieux liquides et solides est 

effectuee par autoclavage a 120*C pendant 20 minutes. 

Les solutions d 1 antibiotiques , de vitamine B1, de suc- 

35 cinate de sodium, de M9 6,6 X, de MgS0 4 , de FeCl 3 , d'IPTG et 
d'ovotransferrine sont realisees sous forme de solutions 
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stocks concentres, et st^rilisees par filtration sur filtre 
de porositfi 0,22 Jim (Millipore) . 

Apres sterilisation, 1 s milieux de culture sont 
conserves a temperature ambiante. ' 
5 Les solutions stocks d 1 antibiotiques , d'IPTG et 

d ' ovotransf errine sont conserv6es k -20 # C. * 

Les autres solutions sont gardees a + 4'C. 

II METHODES 

1 . Cultures bacteriennes 

10 A !• exception des clones abritant les constructions 

realisees dans le vecteur d* expression pGTI 001, qui sont 
cultives k + 30 # C, toutes les cultures sont effectuees 
k + 37'C, sous agitation, pendant 18 heures . 

Lorsque cela est necessaire, la croissance bacterienne 

15 est estim6e par la mesure de la turbidite de la suspension a 
600 nm, k l'aide d'un spectrophotomStre BECKMAN DU 40. 

Les cultures sont habituellement realisees sous un 
volume de 2 ml aprfis ensemencement avec une colonie. Les 
cultures sous un plus grand volume (20 ml a 1000 ml) sont 

20 realisees par ensemencement au 1/100eme avec une preculture 
en phase stationnaire . 

2. Sensibility vis-a-vis des bacterocines 

Les productions de cloacine DF 13 et de colicine B sont 
realisees respectivement avec les souches Enter gfaa cfcfiX 

25 cloacae DF 13 et Escherichia coli 1300 selon la methode 
decrite par DE GRAAF (DE GRAAF et al (8) et (9)). 

Ces souches sont cultivees a + 37 *C, en milieu BHI, 
jusqu'a ce que la density optique atteigne 0,5 (1 cm, 600 
nm) . On ajoute alors au milieu de culture de la mitomycine 

30 C, de fagon a avoir une concentration finale de 1 jig/ml, ce 
qui permet 1' induction de la synthase des bacteriocines . La 
culture est continu^e pendant 6 heures, k + 37 *C, jusqu'a la p 
phase de lyse. Les corps bacteriens sont centrifuges (8000 
g, 30 mn r + 4*C) et le surnageant est r6colt6. On additionne 

35 alors lentement, k + 4*C, du sulfate d* ammonium jusqu'a ce 
que la concentration atteigne 365 g/1. 
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Le surnageant est repris en tampon phosphate 0,05 M .pH 
7,0 et dialyse contre plusieurs bains successifs de ce tam- 
pon. Le dialysat est filtre sur 0,22 urn (Millipore) et con- 
serve a - 20*C. 

5 Environ 10 9 bacteries du clone 6tudi6 sont 6talees sur 

une g£lose LB contenant 1 'antibiotique de selection 
approprie. Lorsque le liquide du depot a 6t£ completement 
absorbe, on depose au centre de la boite de Petri 75 pi de 
la solution de bactdriocine . Lorsque cette goutte a elle- 

10 meme seche, la boite de Petri est placee a l'etuve (+ 30*C 
ou + 37 *C selon les cas) pendant 18 heures. Les clones qui 
presentent une inhibition de croissance au niveau du depdt 
ont acquis la sensibilite a la bacteriocine . Les clones 
resistants & 1' action toxique des bact6riocines presentent 

15 au contraire un tapis bacterien uniforme. 

3- Preparation d' antiserums diriqes contre les 
proteines de la membrane externe reaulees par le fer 

Le protocole utilise reproduit celui qui a ete decrit 
par BOLIN et JENSEN (4). 

20 Les proteines de la membrane externe regulees par le 

fer sont separees par electrophorese preparative sur gel de 
polyacrylamide , en presence de dodecyl sulfate de sodium • 

Apres coloration des gels, la bande contenant l'IROMP 
devant servir 4 1 1 immunisation est decoupee, puis broyee en 

25 presence d'eau distillee, par passages successifs a travers 
des aiguilles de diametre de plus en plus faible. 

Ce broyat est injecte a des lapins E.O.P.S. de souche 
White New Zealand, provenant de I'Slevage de la societe 
Rhone-Merieux, selon le protocole presente dans le tableau 

30 HI. 

Pour eliminer les anticorps dirig6s contre les autres 
proteines de la membrane externe, les lipopolysaccharides et 
les autres antigdnes de Escherichia coli, les serums 
recoltes chez les lapins immunises sont adsorbes avec une 
35 souche d * Escherichia coli n'exprimant pas d'IROMPs. 

A chaque ml de serum, on ajoute environ 10 10 corps 
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bacteriens inactives par la chaleur pendant 30 nm a 100*0, 
et on incube le melange a + 37 "C pendant 1 heure. 

Apr 6s centr if ligation, le serum surnageant est recupere 
et filtr6 sur filtre de porosite 0,22 jim (Millipore) . 
5 II est conserve a - 20* C. 

5. Extraction des proteines de la membrane externe . 

La technique utilisee pour extraire les prolines de la 
membrane externe derive des techniques decrites par VAN 
TIEL-MENKVELD et al. (36) et par FISS et aL (12) 
10 Apr 6s centr if ugation, le culot bacterien est remis en 

suspension dans du tampon Tris/HCl 0,2M pH 8,0 de fa<?on a 
obtenir une densite optique d' environ 10. Les cellules 
bacteriennes sont alors eclatees par sonication en faisant 
agir les ultrasons 3 f ois 3 minutes en maintenant la suspen- 
15 sion bacterienne sur un bain glace- ethano 1 . 

Les d6bris cellulaires et les bacteries intactes 
sont elimine par centr if ugation a 5000 g pendant 20 mn, 
a + 4-C. 

Les membranes bact&riennes en suspension dans le sur- 
20 nageant sont r6cup6r6es par ultracentr if ugation k 110 000 g 
pendant 60 minutes a + 4 # C. 

Le culot membranaire est repris par 5 ml du tampon 
d 1 extraction decrit par SCHNAITMAN (29) : Triton X-100 2 % ; 
MgCl 2 10 mM ; Tris/HCl 50 mM pH 8,0. 
25 On incube 30 minutes, k temperature ambiante, en agi- 

tant toutes les 5 minutes. Au cours de 1 1 incubation , les 
proteines de la membrane cytoplasmique sont 
preferentiellement solubilis6es par le Triton X-100. Les 
membranes externes sont recuperees par une nouvelle ultra- 
30 centr if ugation (110 000 g, 60 mn, + 4*C). Le culot obtenu 
est lave 3 fois en eau distill6e, resuspendu finalement dans 
1 ml d'eau distill6e et congel6 k - 20 # C pour conservation. 
6, Dosage des proteines . 

La concentration proteique des extraits membranaires 
35 est mesuree par une methode colorimetrique dferivee de celle 
publiee par LOWRY et al. (20). 
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A 0,5 ml de la solution proteique a doser, sont ajoutes 
2,5 ml de la solution suivante : 

Solution de CuS0 4 i 1 \ 1 ml 

Solution de tartrate de sodium a 2 % 1 ml 

5 Solution de carbonate de sodium a 2% 

en NaOH 0, 1N qsp 

Apr 6s incubation de 10 minutes a temperature ambiante, 
on ajoute 0,25 ml de reactif de Folin (Merck) & 50 %. 

On incube 30 minutes, a temperature ambiante, et on 
10 mesure la densite optique de la coloration bleue, qui s'est 
developpee, a 779 nm. 

On determine la concentration proteique des 6chantil- 
Ions a l'aide d'une gamme e talon preparee avec de 1'albumine 
serique de boeuf . 
15 La densite optique est proportionnelle k la concentra- 

tion proteique dans I'intervalle de 5 a 200 pm/ml. 

7. Technique d* analyse de la composition proteique des 

membranes externes : electrophorese sur gel de 

polyacrylamide en conditions denaturantes . 
20 Les gels de polyacrylamide sont prepares selon les 

caracteristiques d6crites par LUGTENBERG et al. (21). 
Le gel d'alignement a la composition suivante : 
acrylamide-bisacrylamide (30/0,8 p/p) 5 % ; Tris/HCl 
130 mM pH 6,8 ; SDS 3,5 mM ; persulfate d 1 ammonium 44 mM. 
25 TEMED 8mM. 

Le gel de separation a la meme composition que le gel 
d'alignement, sauf pour la concentration en 

acrylamide/bisacrylamide (8 ou 10 %) et en tampon Tris/HCl 
380 mM pH 8,8. 

30 Le tampon de migration utilise a la composition 

suivante : 

glycine 14,4 g 

Tris 3,0 g 

SDS 1,0 g 

35 H 2 0 qsp 1000 ml pH 8,3. 

Les extraits a analyser ou a purifier par 
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electrophorese sont dilues dans un volume au moins egal du 
tampon de dissociation suivant : Tris/HCl 100 mM pH 6 f 8 ; 
glycerol 20 % ? SDS 70 mM f p -mercapto-ethanol 100 mM ; Bleu 
de bromoph&nol 75 pM. 
5 Les extraits ainsi dilues sont chauffes a 100 # C pendant 

5 minutes. 

Pour 1' analyse de la composition proteique de la mem- 
brane externe, on depose 30 a 50 \xg de proteines par puits. 
Pour les Electrophoreses preparatives, on depose 
10 jusqu'A 2 mg de prot6ines dans le puits preparatif unique. 

La migration s'effectue k + 14* C pendant 5 heures k 
160 V ou 14 heures a 60 V (Appareil LKB a gel vertical). 
Pour augmenter la resolution des proteines de la membrane 
externe reguldes par le fer, certaines Electrophoreses ont 
15 6t6 rdalisees sous une tension de 100 V pendant 16 heures. A 
la fin de 1' electrophorese, les proteines sont fixees et 
color&es pendant 30 minutes k temperature ambiante par du 
bleu de Coomassie 1,2 mM dans un melange methanol /acide 
acetique/eau (50 : 10 : 50 v/v/v) . Le colorant non fixe est 
20 elimine par plusieurs bains successifs de methanol /acide 
acetique/eau (40 : 15 : 145 v/v/v) a 37 *C. Une fois 
decolor e, le gel est photographie, puis seche. 

Les profils prot&iques des membranes externes de chaque 
souche peuvent etre ensuite analyses par densitometrie 
25 (Densitometre laser LKB 0LTR0SCAN) . 

8. Detection et analyse des anticorps anti-IROMPs 
La presence d' anticorps specif iques anti-IROMPs est 
recherchEe par la technique ELISA en microplaques (ENGVALL 
et PERLMANN (10) ; COULTON (7)). Les antigenes couples a la 
30 phase solide sont des fractions tres enrichies en proteine 
proFep A ou en proteine prolut A. 

La revelation des anticorps anti-IROMPs se fait au 
moyen d'un conjugue anti IgG de lapin (ou anti IgG de 
poulet) couple a la per oxydase (Nordic) . Le substrat 
35 employe est 1 1 or thophenylene-diamine . La lecture des 
densites optiques s'effectue a 492 nm. 
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- Technique du "Wes tern-blotting M (ou "immunobuvafd- 

age") 

Les proteines s^parees par 61ectrophorese en gel de 
polycrylamide en presence de SDS sont transferees sur mem- 
5 brane de polyvinylidene fluorure (PVDF 0,45 jim Millipore) 
selon la technique decrite par TOWBIN et al. (34). 

Le transfert est realise sous 24 V pendant 1 heure avec 
un appareil BIOLYON en utilisant les tampons anodique et 
cathodique suivants : 
10 Tampon anodique Tampon cathodique 

Tris 0,3 g Tris 0 r 3 g 

glycine 1,44 g glycine 1,44 g 

Methanol 100 ml SDS 0,1 g 

H 2 0 qsp 500 ml 1^0 qsp 500 ml 

15 Apres transfert, la membrane de PVDF est saturee pen- 

dant une heure i + 37'C en tampon PBS contenant 1 % de lait 
ecreme . 

La membrane est ensuite decoupee en bandes correspon- 
dant aux pistes d 1 electrophoreses 
20 Les serums & 6tudier sont dilues dans du tampon PBS 

contenant 1 % de lait ecreme, puis mis en contact avec les 
bandes de membrane (4 ml de serum dilue par bande) . 

Apres incubation d'1 heure a + 37* C sous agitation 
douce, on effectue 3 lavages de 20 mn en tampon PBS con- 
25 tenant 2 % de lait ecreme, a temperature ambiante. 

Dn conjugu6 anti-Ig G couple k la peroxydase, dilue au 
1/1000eme en PBS contenant 1 % de lait 6creme, est ajoute a 
raison de 3 ml par bande. 

Apres incubation d'1 heure k + 37 "C sous agitation 
30 douce, on effectue 3 lavages de 20 mn, a temperature ambi- 
ante, en tampon PBS. 

On ajoute alors le substrat diaminobenzidine dilue k 
0*1 % en eau physiologique pH 7,15 additionn6 
extemporan&nent de 0,1 % H 2 0 2 30 volumes. Des bandes de 
35 couleur marron apparaissent alors (en 5 a 20 mn) au niveau 
des prot£ines reconnues par les anticorps presents dans le 
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serum etudie. 

La membrane est ensuite lavee en eau distillee et 
sech6e. 

9. Technique de preparation de l'ADN plasmidigue • 
5 Les grands plasmides abrites par les souches pathogenes 

sont extraits selon la technique publiee par KADO et al. . 
(16). 

Les plasmides obtenus au cours des dif ferentes etapes 
du clonage, du sous-clonage r et des constructions dans le 

10 vecteur d* expression sont extraits selon la technique de 
BIRNBOIM (BIRNBOIM et DOLY) (3). L'ADN plasmidique obtenu 
apres les extractions preparatives realis^es avec l'une ou 
1' autre technique est purifi& sur gradient de chlorure de 
cesium (MANIATIS et al. (23)). 

15 Une fois purifies, les plasmides sont repris en tampon 

Tris 10 mM ; EDTA 1mM pH 8 f 0 r de fagon & avoir une concen- 
tration finale de 1 \xg d'ADN/jil, et congel6s a -20 # C pour 
conservation. 

10. M6thodes d' analyse et de modification de 1 1 ADN 

20 Toutes les techniques employees pour le clonage, la 

digestion de l'ADN, 1* analyse des fragments de restriction 
en gel d 1 agarose, la modification des extremites des frag- 
ments de restriction, 1 • hybridation par sonde radioactive 
apres transfert de 1 1 ADN sur membrane de nitrocellulose, 

25 sont celles dScrites par MANIATIS (MANIATIS et al. (23)). 
L'ADN a ete sequence et les oligonucleotides synthetises 
selon des m&thodes particulieres . 

1 1 . S6quengage de l'ADN 

Les genes & sequencer sont sous-clones dans les vec- 
30 teurs M13 mp 18 et mp 19 (YANISCH-PERRON et al. (38)) et 
sequences selon la technique de terminaison de chaine par 
les didesoxynucleotides (SANGER et al. (28)). Le marquage 
des dif ferentes chaines est ef f ectue avec du S dATP 
(AMERSHAM) . 

35 Le sequengage proprement dit est realist en utilisant 

les reactif s et les enzymes de kits de sequengage Amersham 
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et Sequenase (USB) . Les electrophoreses en gel de 
polyacrylamide en presence d*ur6e sont effectuees sur un 
appareil Sequi-Gen (BioRad). 

Le traitement des donnees de sequence est realise k 
5 l'aide du logiciel Microgenie (Beckman) . 

12. Synthese des oligonucleotides 

Les diff£rents oligonucleotides necessaires aux con- 
structions dans les vecteurs d' expression ou aux mutageneses 
sont synthetis^s selon la technique des cyano-ethyl- 
10 phosphoramidites sur un appareil Applied Systems 381 -A. 

Ces oligonucleotides sont utilises directement apres 
deprotection et precipitation a l'ethanol. 

13. Technique de mutagenese diriqee 

La mutag6n6se est realisee selon la technique decrite 
15 par ECKSTEIN (TAYLOR et al . (33) ; NAKAMAYE et ECKSTEIN 
(24)) au moyen du kit de mutagenese dirig^e commercialise 
par la societe Amersham. 
RESOLTATS 

1 - ISOLEMENT ET ANALYSE DES GENES jut A 
20 La presence de l'operon a^robactine a ete recherchSe 

sur les plasmides portes par les souches 15393, 15972 et 
16003. 

Apres avoir ete purifies sur gradient de chlorure de 
cesium, ces plasmides ont 6te digeres par les enzymes de 

25 restriction Bam HI, Hind III, Pvu et Sal I (Boehringer) . Les 
dif ferents fragments de restriction de chaque plasmide ont 
6t6 separes sur gel d' agarose k 0,8 % et transferes sur une 
membrane de nitrocellulose selon la technique du "Southern 
blot" (SOUTHERN (31)). Ces fragments ont ete ensuite 

30 hybrid^s avec deux sondes radioactives (marquees au 32 P par 
deplacement de coupure) preparees k partir de fragments de 
restriction du plasmide pABN1 portant l'operon aerobactine 
de pCol V-K30, (BINDEREIF et NEI LANDS (2)). II a 6t6 trouve 
que le gene codant pour le recepteur IutA se trouve chez 

35 tous les plasmides sur un fragment de restriction Bam HI-Bam 
HI de 6,6 kb. Ces resultats confirment les travaux des 
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auteurs qui ont sous-clone ce gene a partir d'un fragment 
equivalent de pCol V-K30 (KRONE et al. (17)). 

- Clonage des fragments d'ADN plasmidique portant le 
g&ne iut A • 
5 Les plasmides des souches 15393, 15972 et 16003 ont 6te 

digeres par 1' enzyme de restriction Bam HI. Apres • 
6lectrophor6se en gel d' agarose a 0,8 ^ la bande de gel 
contenant le fragment de taille 6,6 kb de chaque plasmide a 
ete decouple et 1 1 ADN a ete 61ectroelue. 

10 Les trois fragments Bam HI-Bam HI 6 f 6 kb ont et6 ligues 

separ&nent dans le vecteur paT 153 digere par Bam HI. Les 
trois melanges de ligation ont servi a transformer des 
bacteries HB 101 comp6tentes (Tableau IV) . 

L 1 ADN des clones ampicilline resistants, tetracycline 

15 sensibles a 6te extrait (par la technique de BIRNB0IM et 
D0LY) et digere par Bam HI pour verifier la taille de 
1' insert. Les clones ayant int&gre le fragment de 6,6 kb ont 
ete selectionnes sur la base de leur sensibilite a la 
cloacine DF 13. 

20 Pour chaque plasmide de d&part, un clone sensible k la 

cloacine a 6te retenu pour les analyses et les constructions 
ulterieures. II s'agit des clones : 

Souche 15393 clone HB 101 p 5-15 

Souche 15972 clone HB 101 p P-13 

25 Souche 16003 clone HB 101 p 4-18 

- Analyse des clones 
Etude de 1' expression du recepteur Iut A 
Le fait d' avoir pu selectionner les clones recherch&s 
au moyen d'un test de sensibilite a la cloacine montre qu'il 
30 y a une expression du recepteur & la cloacine et a 
1 1 aerobactine . L' expression du g&ne iut A port6 par le 
fragment Bam HI-Bam HI 6,6 kb est probablement sous la 
dependance d'un promoteur faible situe sur ce fragment 
(KRONE et al. (17)) et non d^pendante de la concentration en n 
35 fer comme 1'est le promoteur principal de 1'operon 
aerobactine. En effet, la sensibilite a la cloacine est mise 
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en evidence par culture sur gelose LB-ampicilline riche en 
fer. 

Pour 6tudier le niveau d' expression du recepteur Iut A, 
les differents clones ont 6te cultives en milieu LB- 
5 ampicilline (pendant une nuit k + 37 *C) en presence ou non 
d'ovotransf errine (500 jig/ml). 

Les proteines de la membrane externe des trois clones 
ont ete extraites et analysees sur gel de polyacrylamide en 
presence de SDS. 

10 Quelles qu'aient 6te les conditions de culture, il n*a 

pas ete possible d' observer 1» expression d'une protdine 
surnum&raire de 76 kDa chez les clones sensibles k la 
cloacine . 

- Cartes de restriction 

15 L'ADN plasmidique des clones 4-18, 5-15 et P-13 a ete 

extrait en grande quantite et purifiS sur gradient de 
chlorure de c&sium. 

Les cartes de restriction des trois fragments Bam HI- 
Bam HI 6,6 kb clones ont 6te etablies avec les enzymes Bgl 
20 II, Bst E II, Cla I, Eco RI, Kpn I, Pst I, Pvu II et Sma I. 

Ces trois cartes sont rigoureusement identiques entre 
elles et correspondent a la carte de restriction du fragment 
Bam HI-Bam HI 6,6 kb de I'operon aerobactine de p ColV-K30 
deduite des cartes publiees par BINDEREIF et NEILANDS (1,2) 
25 et KRONE et collaborateurs (17), 

Ces quatre cartes sont presentees sur le Tableau V. 

- Sequencage des genes iut A 

Lors de la comparaison des cartes de restriction des 
trois fragments Bam HI-Bam HI 6,6 kb avec la carte de res- 
30 triction deduite de la sequence du gene iut A (KRONE et al. 
(18)), il est apparu que le g6ne iut A etait entierement 
localise sur un fragment de restriction Bst E II-Bst E II de 
3,2 kb (Tableau VI) . 

Ce fragment a ete isol£ par 61ectro6lution, religue sur 
35 lui-meme avec la ligase de phage T4 (Boehringer) et diger6 
avec plusieurs systemes d 1 enzymes de restriction, Les 
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differents fragments ainsi obtenus (taille de 150 a 600 pb) 
ont 6te isoles par Geneclean (Bio 101) et sous-clones dans 
les vecteurs M13 mp 18 et mp 19 digeres au pr&nlable avec 
les enzymes appropriees. La sequence de chaque sous-clone 
5 a ensuite 6te determinee selon la technique de SANGER en 
utilisant les kits de sequengage Amersham et Sequenase 
(0SB) . 

Seul le fragment Bst E II-Bst E II 3,2 kb du clone P-13 
a 6t6 sequence en totalite . Les deux autres genes iut A ont 
10 6te sequences entre le site Bgl II (1) et le site Eco RV 
(2396) . 

La region Bst E II-Bgl II du clone P-13 a et6 compar6e 
avec la sequence du g6ne iuc D situee juste en amont 
de iut A (HERRERO et al. (14)) et la region Pvu II-Bst E II 
15 de ce clone a 6te comparee avec la sequence de 1' element IS1 
(OHTSUBO et OHTSUBO (25)). 

Ces comparaisons ainsi que les comparaisons des 
sequences des trois genes iut A avec la sequence du gene 
iut A de pColV-K30 sont presentees sur la Tableau VII. 
20 L 1 analyse de ces quatre sequences a revele que le gene 

iut A 6tait extremement conserve au niveau molSculaire. A 
une ou deux bases pres, les trois genes iut A isoles de 
souches E. coli d'origine animale sont identiques entre eux. 
Les differences observees vis-a-vis de la sequence publiee 
25 par KRONE et al. (18) sont minimes. 

Les trois genes iut A etudies ont 99 r 77 % d'homologie 
avec le gene iut A de pColV-K30. 

Les regions ou des differences ont ete constatees sont 
presentees sur le Tableau VIII. (Les chiffres renvoient Sl 
30 la position des bases dans les sequences presentees sur 
le Tableau VII). 

Deux regions importantes sont strictement conserves : 
la sequence codant pour le peptide signal et la sequence 
consensus ("Boite Ton B") typique des recepteurs proteiques 
35 de la membrane externe dont la fonction depend de Ton B. 

II a 6t6 mis en Evidence, chez chacun des trois genes 
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sequences, 1' existence de quatre insertions par rapport au 
gene iut A de ColV-K30. Ces insertions provoquent des 
changements limitfes du cadre de lecture. La structure pri- 
maire des proteines Iut A codees par les plasmides isoles 
5 des souches utilisees est de ce fait un peu plus grande (+ 8 
acides amines) que celle de la proteine Iut A de p ColV-K30. 
La sequence des genes iut A isoles des souches utilisees 
code pour un polypeptide de 733 acides amines comprenant un 
peptide signal de 25 acides amines identique a celui du 
10 polypeptide Iut A de la souche ColV-K30. La masse calculee 
de la proteine mature est de 78097 daltons, ce qui est 
16gerement different de la taille observee sur gel (76 kDa) . 
Les changements dans la structure primaire ne sont cependant 
pas assez importants pour modifier la structure secondaire 
15 et le profil d' hydrophilicite. 

2 . EXPRESSION DES GENES iut A ET fep A CLONES 

- Caracteristigues du vecteur utilise 

Le vecteur d* expression employ^ est le plasmide GTI 001 
construit par le laboratoire de genie genetique de 
20 l'Institut Merieux. 

Les genes qu'il porte et sa carte de restriction sont 
presentes dans le Tableau IX. 

Ce plasmide peut §tre construit comme suit : 
Le plasmide pBRTac, constituS par pBR322 (Bolivar F. 
25 et al. f Gene 2, 95-113 (1977)) propageant entre Hindlll et 
BamHI le promo teur Tac (Ammann E. et al, Gene 25, 167 
(1983)), a son site Xhol dStruit par la polymerase de 
Kleenow (ou "la kleenow") pour donner le plasmide pBRTacX". 
Ce plasmide est dig6r6 par Ncol, traits par la kleenow, puis 
30 digfirfi par Aval', et son plus petit fragment est ligufi au 
fragment de pMC9 (Casadaban M.J. et al., Journal of 
Bacteriology, 143, 971-980 (1980)) diggrfi par Mstll, traitS 
par la kleenow, puis digfirS par Aval portant le g&ne Lac i 
et l f origine de replication de pBR322. 
35 Le plasmide resultant (nommS pBRLaciX") est diggrfi 

par Hindlll, traitfi par la kleenow puis diggrfi par PstI, et 
le fragment de 2350 paires de bases (ou "pb") est liguS au 
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fragment de 2300 pb de pBRTac dig6r€ par Ec RI, puis traite 
par la kleenow, puis digfirfi par PstI, errant ainsi le 
plasmide pBRTaci. Le fragment de 4406 pb de ce dernier, 
btenu par digest! n avec EcoRI et PstI est ligu£ avec un 
5 fragment de 1688 pb dig§r6 par EcoRI et PstI derive de 
sequences de pBR322 et portant le g&ne de resistance h la 
tetracycline de pBR322. 

Le plasmide obtenu est nomm£ pBRTaciTet. L'origine de 
replication de ce dernier est sfiparfie par digestion par 

10 BamHI, et le fragment de 2096 pb restant est ligufi avec le 
fragment de 2033 pb de pAT153 (Twigg A.J. & Sherratt, D. 
Nature, 283, 216-218 (1980)) digfir£ par Xhol, crfiant ainsi 
le plasmide pATTaciOri. 

Ce plasmide est digfirfi par EcoRI, puis traite A la 

15 kleenow, puis dig£r£ par Aval et le fragment de 2704 pb est 
ligufi avec un fragment portant le promo teur Pr et son 
rgpresseur thermos ens ible CI857 du bacteriophage Lambda de 
3076 pb issu de pCQV2 (Queen c. et al., J. Mol. Appl. Genet. 
2, 1-10 (1983)) par digestion par PstI, traitement It la 

20 nuclease Mung Bean, et digestion partielle par Aval. Le 
plasmide resultant est nomme pGTIOOl. 

L'origine de replication de ce plasmide est sous le 
controle du promoteur tac f ce qui permet de maitriser le 
nombre de copies en cultivant les bacteries dans un milieu 

25 contenant une concentration plus ou moins grande d f IPTG 
( Inducteur du gene lac i) . 

Le gene a exprimer est place sous le contrdle du pro- 
moteur fort "Pr" du phage CI 857 (dont le represseur est 
thermosensible) . L* ATG du g£ne a exprimer est remplace par 

30 l'ATG du gfene cro . Get ATG est cre£ par une digestion par- 
tielle Bam HI de p GTI 001, suivie d'une digestion par la 
SraSc Bean nucl6ase afin d'obtenir une extremite ATG A bout 

Le gene a exprimer est alors insure en phase (a partir 
du codon N* 2) entre 1' extremite ATG A bout franc et le site 
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Xhol. On signal de terminaison de la transcription, place 
juste en aval de ce site Xhol, evite la formation d'ARNs 
messagers trop longs. 

D'autres plasmides de ce genre susceptibles d'exprimer 
5 le gene iut A (ou fep A) , sont faciles a obtenir ou a con- 
struire et I 1 on connait de tels plasmides dans lesquels le 
gene a exprimer est contrdle par un promoteur dont le 
represseur est thermosensible. 

- Construction du vecteur d' expression du gene iut A 

10 Les genes iut ^ isoles des souches 15972 et 16003 ont 

ete clones avec leur sequence signal au niveau du site 
d' expression Bam HI (899) de p GTI 001. 

Pour obtenir une extrfemite 5 ' k bout franc commengant 
au deuxidme acide amine de la sequence signal (en 

15 1' occurrence la methionine), un oligonucleotide de synthese 
double brin a ete utilise pour remplacer la region comprise 
entre 1 1 ATG d' initiation et le site Acc I unique situe en 5 1 
de la sequence codante. La sequence de cet oligonucleotide 
est presentee sur le Tableau X. 

20 Les deux brins complementaires de cet oligonucleotide 

ont ete synthetises et la forme double brin a ete obtenue 
par chauffage a 90 # C en tampon NaCl 50 mM, Tris 10 mM, MgCl 
10 mM pH 7,5, d'un melange equimolaire des deux simples 
brins et ref roidissement lent a temperature ambiante. 

25 La strategic suivie pour inserer le gene iut A de la 

souche 15972 (clone p P-13) est presentee sur le Tableau XI. 

Le rendement n'ayant pas 6t6 tr6s satisf aisant, une 
strategie modifiee a 6te adoptee pour la mise en phase du 
gene iut A de la souche 16003. Cette nouvelle strategie a 

30 fait appel a un sous-clonage de la region Eco RI-Eco RI de 
la construction intermediaire (Etape 4, Tableau XII) dans le 
vecteur pSB 118. Ce vecteur est un derive pOC 18. II 
possede un "polylinker" encadre par deux sites Eco RI. Le 
sous-clonage du fragment Eco RI-Eco RI dans ce vecteur a 

35 done permis de realiser la mise en phase du gene iut A en 
evitant les digestions partielles (Tableau XII). 
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Les cartes de restriction des plasmides d' expression 
GTI P-2 (gene iut A de la souche 15972 ) et GTI B-5 
(gene iut A de la souche 16003) ainsi obtenus sont 
presentees sur le Tableau XIII. 
5 Les clones obtenus aprSs nouvelle ligation avec 

1 ' oligonucleotide °iut w double brin ont ete selectionnfes sur 
la base de la conservation du site Acc I du gene iut A et de 
la disparition du site Bam HI de p GTI 001 . Tous les clones 
presentant ce profil de restriction ont 6t6 ensuite 
10 control&s au niveau de 1' expression de la proteine Iut A. 

- Controle de 1' expression d'lut A 

Controle qualitatif 

Les clones s£lectionn£s ont 6te cultiv6s en milieu M9 
SP tetracycline en presence d'IPTG 0 f 4 mM A 32 *C (debut 
15 d 1 induction) . La sensibilite de ces clones vis-a-vis de la 
cloacine a 6t6 recherchee par la technique ddcrite 
precedemment . 

2 clones sur 25 ont 6t& positif s pour les constructions 
GTI-iut 15972 

20 3 clones sur 6 ont 6t6 positifs pour les constructions 

GTI-iut 16003 

Les clones sensibles a la cloacine sont cultiv6s dans 
50 ml de milieu M9 SP tetracycline contenant de l'IPTG 0 r 4 
mM. 

25 La culture est faite a la temperature de 30 *C jusqu'a 

ce que la densite optique atteigne la valeur de 1 . 
L 1 induction de I 1 expression du gene iut A est alors realisee 
en continuant la culture pendant 4 heures a + 42* C. Les 
bacteries sont centrifugees et leurs proteine s totales sont 

30 analysees par electrophorese en gel de polyacrylamide-SDS . 
Ceci permet d'apprecier directement 1* importance de la pro- 
duction de la proteine Iut A (figure 1). L * analyse des 
proteines du clone CMK 603 GTI P-2 a revele que la proteine 
Iut A et son precurseur representaient, apres induc- 

35 tion r 25 % des proteines totales de la bacterie. La proteine 
Iut A seule represente 30 % des proteines de la membrane 
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externe. 

- Construction du vecteur d* expression du cfene fep A 

Caracteristiques du clone initial p MS 101 

Suivant les resultats de CODERRE et EARHART (6) qui 
5 indiquaient que le gene fep A 6tait situe sur- un fragment 
Bam HI-Bam HI de 6,3 kb du plasmide pMS 101 construit par 
LAIRD et YOUNG (19), ce fragment a 6te sous -clone dans le 
vecteur pBR 322 digere par Bam HI. La carte de restriction 
du plasmide obtenu (F-1) s'est r6velee semblable a celle du 
10 plasmide pITS 1 (FLEMING et al. (11)) (Tableau XIV), 

La publication de la sequence de fep A (LUNDRIGAN et 
KADNER) (22) a permis de situer precisement ce gene sur" le 
fragment de restriction Ssp I-Stu I 2530 pb du plasmide F-1. 

La strategie suivante a ete utilisee pour inserer le 
15 gene fep A dans p GTI 001 . 

Une mutagenese dirig6e a ete r6alis6e en region 5 1 ter- 
minale de la region codante pour transformer la sequence : 

5' ATGAACAAG 3' 

en un site de restriction Hpa I 
20 MET ASN LYS 

GTTAACAAG 

Ce site est coupe en bouts francs de la fagon suivante 
GTT AA C. Cela permet une ligation directe du gene fep A 
25 avec l'extremite ATG cre6e dans p GTI 001. 

La mutagenese a 6te effectuee selon la technique 
d 1 ECKSTEIN a partir d'un oligonucleotide (Tableau XV), apres 
sous-clonage du fragment Ssp I-Eco RI 800 pb dans la forme 
replicative du phage M13 mp 19. 
30 I»e fragment mute a ete enti&rement sequence pour 

verifier que la sequence n'avait pas ete modififee ailleurs 
qu'au site vise. 

Les modalites d 1 integration du gene fep A sont rfesumees 
sur les Tableaux XVI et XVII. 
35 Les dif f6rents clones obtenus apres ligation du frag- 

ment Hpal-Xhol 2350 pb dans le plasmide GTI 001 ont ete 
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selectionnes sur la presence d'un fragment Eco RI- Eco RT de 
1700 pb. 

- Con trole de 1' expression de Fep A 
Controle qualitatif 

5 Le melange de ligation entre le fragment Hpa I- Xho I 

2350 pb et le plasmide GTI 001 a servi a transformer des 
bacteries competentes RWB 18, Cette souche etant fep A, elle 
est resistante a la colicine B. 

Les clones ayant la carte de restriction recherchee 
10 . (Tableau XVII) ont 6te testes sur leur sensibilite a la col- 
icine B. 

Un clone (RWB 18 GTI F-12) s'est revel6 sensible a 
1' action de la colicine B. 
Controle quantitatif 
15 L 1 expression de la proteine Fep A et de son pr6curseur 

a 6te analysee sur gel de polyacrylamide-SDS (figure 2) . Le 
clone CMK 603 GTI F-12 exprime Fep A et son precurseur en 
tres grosse quantite (20 % des proteines totales). 

La proteine Fep A represente 32 % des proteines de la 
20 membrane externe. 

- Etude physiologigue et morphologigue des clones 
exprimant Iut A et Fep A 

Aptitude k la culture 

L 1 aptitude k la culture des clones obtenus a 6te testee 
25 a differentes temperatures de culture en milieu LB 
tetracycline IPTG. 

Ensemenc&s en nappe sur gelose LB tetracycline IPTG 
0,1 mM f tous les clones forment des tapis bacteriens sensi- 
bles aux bacteriocines lorsqu'on les cultive ^ des 
30 temperatures comprises entre 30 # C et 34 'C. 

Au-deld de 34 •C, les tapis bacteriens ne se forment 
plus. Ce phenomdne a egalement ete observe en milieu LB 
liquide. 

La sensibilite aux bacteriocines est retrouv6e pour des 
35 concentrations en IPTG aussi basses que 0,05 mM et a la 
temperature de 30* C. II existe done un certain niveau 
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d 1 expression des genes iut A et fep A , en 1' absence 
d' induction du vecteur p GTI 001. 
Etude morph logique 

Les diff&rents clones subissent des modifications mor- 
5 phologiques consecutives a la surexpression d'lut A et de 
Fep A. 

Les bacteries, observees au microscope optique k con- 
traste de phase apres induction & + 42 *C pendant 4 heures, 
pr 6 sen tent un allongement important (jusqu'a dix fois 
10 la longueur moyenne d*une Escherichia coli K12 normale) . 
Cependant, la caracteristique la plus frappante est la 
presence d'une a plusieurs inclusions intracytoplasmiques a 
I'intdrieur de chaque corps bacterien. 

Les inclusions observees au microscope optique sont 
15 retrouvees lors de 1 1 observation au microscope electronique 
apres coloration negative de coupes de bacteries cultivees a 
+ 42 *C pendant 4 heures. 

Ces inclusions sont p&ripheriques et adjacentes a la 
face interne de la membrane cy toplasmique . 
20 3. PROPRIETES IMMUN0L0GIQUES DES PR0TEINES Iut A ET Fep A 
- Immunogenicite de Iut A et de Fep A 

Les proteines Iut A, extraites des membranes externes 
des souches E, coli 15022, 15393, 16003 et de la souche 
recombinante Escherichia coli CMK 603 GTI P-2, ont 6t6 

25 isolees par gels de polyacrylamide preparatifs et injectees 
a des lapins selon le protocole decrit pr dcedemment . 

L* evolution du titre des anticorps anti-Iut A produits 
par chaque lapin a ete evalude par la technique ELISA en 
prenant comme antig^ne une solution de "granules" (proteine 

30 prolut A precipit^e) extraits d'une culture de la souche 
coli CMK 603 GTI P-2. 

Le sSrum positif de reference utilise est un serum de 
lapin anti-prot6ine Iut A d' E. coli ColV-K30 qui a et6 
fourni par B. 0UDEGA . 

35 meme protocole a et£ suivi pour les proteines Fep A 

extraites des membranes des souches E. coli 15022 et E. coli 
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RWB 18 GTI F12. 

Dans tous les cas r les lapins ont rdagi k 1' injection 
des proteines lut A et Fep A en produisant un titre eleve 
d' anticorps specif iquement dirigds contre ces proteines. 
5 - Propri6t6s antigenigues des proteines lut A et Fep A 

La spficificite des dif f erents anticorps obtenus a 6t6 
6tudiee vis-a-vis de plusieurs preparations de membranes 
externes (souches E. coli 15022, 15393, CMK 603 GTI P-2, CMK 
603 GTI B-5 et RWB 18 GTI F-12) . Cette etude a ete realisee 

10 par la technique du "Western blot". 

Les quatre serums anti-Iut A produits, de meme que le 
serum anti-Iut A colV-K30 de reference, reconnaissent 
specif iquement une proteine de 76 kDa dans toutes les 
preparations de membranes externes des souches exprimant le 

15 systeme a£r obactine . Quelle que soit la proteine lut A (sau- 
vage ou recombinante) ayant servi a leur induction, les 
anticorps d'un meme serum reconnaissent specif iquement la 
proteine lut A exprimee par les souches E . coli d 1 origine 
aviaire et bovine et les deux proteines lut A produites par 

20 les souches recombinantes E. coli CMK 603 GTI P-2 et CMK 603 
GTI B-5. 

Le pr^curseur de la proteine lut A, la proteine prolut 
A est, elle aussi, reconnue specif iquement par tous les 
serums anti-Iut A. (Immunoblots realises avec les 

25 "granules" purifies produits par les souches CMK 603 GTI P-2 
et CMK 603 GTI B-5). 

La proteine Fep A n'est pas reconnue par les serums 
anti-Iut A et, inversement, les serums anti-Fep A ne recon- 
naissent pas les proteines lut A. 

30 Le clonage des genes iut A et fep A dans le vecteur 

d' expression GTI 001 permet de produire en grande quantite 
les proteines lut A et Fep A ainsi que leurs precurseurs 
respectifs. Les prot&ines lut A ou Fep A et leurs 
precurseurs synthetises a la suite de 1* induction de la 

35 transcription par culture des bacteries & 42 # C, s'accumulent 
rapidement sous forme d 1 inclusions cytoplasmiques (granules) 

! 
I 
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de grande taille, visibles au microscope optique a con- 
; traste de phase. L 1 observation au microscope &lectronique 
de coupes de bacteries induites r6v£le que ces granules sont 
6troitement accol£s & la face interne de la membrane cyto- 
5 plasmique . 

II faut noter 1' importance du niveau d 1 expression des 
precurseurs d f Iut A et de Fep A (25 % des proteines totales 
en moyenne dans des conditions non optimisees). Les 
proteines matures representent jusqu'S. 35 % du contenu 

10 proteique de la membrane externe. On peut consider er ce 
pourcentage comme la limite superieure de 1 • integration de 
ce type de proteine dans la membrane externe . * A titre de 
comparaison, les proteines lut A et Fep A exprimees par la 
souche sauvage Escherichia coli 15022 representent ensemble 

15 30 % des proteines de la membrane externe. II apparait done 
que 1' expression totale des proteines lut A et Fep A, et de 
leurs precurseurs, par les souches recombinantes conformes & 
1' invention est tr&s superieure a 1' expression naturelle. 

La mise en evidence d'une sensibility k la cloacine DF 

20 13 chez les clones exprimant la proteines lut A, et d'une 
sensibility a la colicine B chez ceux qui expriment la 
proteine Fep A demontre que la synthase et 1 1 integration de 
ces proteines dans la membrane externe se deroulent normale- 
ment. 

25 L 1 identity des prolines obtenues par recombinaison 

genetique avec les proteines sauvages est egalement 
demontree par la reconnaissance de ces proteines par des 
anticorps diriges centre les proteines lut A et Fep A 
naturelles. On notera que ces anticorps reconnaissent aussi, 

30 avec la meme specificity, les precurseurs prolut A et proFep 
A precipit£s dans les inclusions intracytoplasmiques . 

Les anticorps induits par les proteines lut A et Fep A 
obtenues par recombinaison genetique reconnaissent, de la 
meme fagon, sp&cif iquement les proteines lut A et Fep A 

35 exprimees par differentes souches d ' Escherichia coli 
pathogenes . 
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La surexpression des recepteurs lut A et Fep A par 
clonage de leurs genes sur un vecteur d 1 expression, permet 
d'obtenir, dans un milieu riche en fer, des proteines de 
membrane externe f onctionnellement et antigeniquement iden- 
5 tiques aux proteines exprimees par les bacteries pathogenes 
au cours de leur multiplication in vivo. 

La synthese des prot&ines lut A et Fep A par recom- 
binaison genetique presente done de nombreux avantages : 

- elle permet d'obtenir les proteines lut A et Fep A en 
10 tres grande quantite, tout en s'affranchissant de la 

regulation par le fer f 

- les proteines synth&tisees sont f onctionnellement et 
antigeniquement identiques aux proteines exprimees par les 
bacteries pathogenes au cours de leur multiplication in vivo 

15 et induisent la formation d'anticorps, 

- utilis£es, k titre de principe actif, dans un vaccin, 
elles induisent la formation d'anticorps qui empechent la 
reconnaissance specif ique, par les prot&ines de membrane 
regulees par le fer, des sid6rophores, arretant par Ik mfeme 

20 1 1 alimentation en fer et bloquant leur multiplication chez 
l'hote ; elles permettent done, k ce titre , la preparation 
de vaccins tres utiles pour prevenir ou lutter contre les 
infections y compris septic&mies. 

Les vaccins peuvent aussi etre prepares simplement a 

25 partir des clones recombinants inactives ou a partir de 
fragments de membrane obtenus par lyse des clones recom- 
binants suivi d'une purification, selon les techniques 
usuelles pour la fabrication de vaccins a base d'antigenes 
de surface ou de paroi. 
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IV. PREPARATION D'IROMPS PAR CULTDRB EN MILIEU 
RESTREINT EN PER. 

1) Souche : E. coli 078 reference 15022 : 
Origine poulet 
5 2) Culture : 

- Milieu : 

Milieu ST + succinate (Simon E. H. et Tesmann 
(1963) Proc. Natl. Acad. Sci USA 50, 526-532) 

. additionnS de lactoferrine (250 ug/ml) 
10 pour obtenir un milieu carencd en fer, 

. ou additions de PeCl 3 , 6H 2 0 (AO uM) : pour 
un milieu riche en fer. 

- Culture : 

- 3 passages de la souche en milieu riche en 
15 fer suivisd'un passage d' adaptation en milieu carencfi avant 

culture finale en milieu carenc£ 

- parall&lement on effectue une culture de la 
meme souche en milieu riche en fer, 

- les cultures sont menees a 37°C pendant 24 

20 heures. 

3) Analyse : 

En fin de culture, dans chaque milieu, on procede aux 
operations suivantes : 

- Recolte par centrifugation, 

25 - Recolte du culot en Tris HC1 0,2 M pH 8 et ultrasonica- 
tion, 

- Centrifugation (5000 g 30 minutes), 

- Surnageant recent rifuge (100 000 g, 1 heure), 

- Reprise du culot en Tris HC1 (50 mM, pH 8), MgCl 2 (10 mM), 
30 EDTA 1 mM, Triton x 100 (2 %) et agitation 20 minutes a 

37°C, 

- Centrifugation 1 heure a 100 000 g puis ^extraction du 
culot, 

- Lavage du culot en eau demineralisee, 

35 - Analyse du culot en gel de polyacrylamide (PAGE SDS) en 
conditions denaturantes (mercaptoethanol, SDS). 
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4) Rfisultat : 

Membranes des bact€ries cultivfies en presence de 
lactoferrine : presence de deux prolines, en quantity 
importante, de poids mol£culaire apparent 80000 da 
5 (rficepteur de l f entgrobactine, Fep A) et 76000 da (rficepteur 
de 1 1 afirobactine, Iut A), 

- Membranes des bactgries cultiv£es en milieu riche en fer : 
absence de bande de 76000 et 80000 da. 
V - PREPARATION DE VACCINS. 

10 De pr6ffirence, les principes actifs selon l f invention 

seront associ£s, dans les vaccins, h des preparations 
antig£niques classiques dans les vaccins anti-bactSriens 
humains ou vfit6rinaires connus, et ceci notamment , dans le 
cas oil l f on utilise les prolines purifi£es. 

15 Ces vaccins peuvent presenter les principes actifs 

selon 1* invention dans des v£hicules liquides usuels pour 
l f administration par voie parent€rale« lis peuvent 
comprendre des adjuvants classiques, par exemple huileux. 
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TABLEAU I 



Souches mthogeneg SfiroLvue 



Animal d'QriKine 



Reference 



E. coli 15 022 
15 393 

15 972 
n 16 000 

16 003 



O 78 
0 86 
0 2 
O 138 
O 138 



E, coli KM 576 (p ColV-K30) 



Poulet 

Veau 

Poulet 

Veau 

Veau 



Soucfaotheque RM 



it 
it 
ti 



B. OUDEGA 



Souches hStes E. coli EL2 



genotype 



arigine ou rfif 6rence 



C 600 
HB 101 

RWB 18 

CMK 603 

15525 



F- thr , thi . lea, lac Y . fhu A . sup E 
F" 



hsd (r-B, m-B), recA. ara, pro, lacY . (MNDmS et aL) 
gal, rvs. si, mtl t supE 



F" thi > ptqG , leu, trp, entA , fepA 



F* thr, thi, leu , supE , rec BC . fhu A . 
lac Y . r-B, m+ 



F- 



( HTr.TF TFTD eh 

mmxs (14) 

Institut Merieux 



Soucfaotheque RM 



productrices rie hnrt^HoniTiPB 



. Ei coll 1300 Productrice de colicine B R. PQREALIER 

. Enterohacter clocae DF 13 S458 Productrice de cloacine DF13 B. OUDEGA 
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TABLEAU II 



Nan Taille 

(padres de bases) 



Caracteristiques 



Reference ou 
arigine 



pBR 322 4363 
pAT 153 3600 
pSB 118 2692 



Amp r Tet r Vecteur de danage F. BOLIVAR 



Attp* Tet r Vecteur de clonage A. TWIGG 



Amp* Derive" de pUC18 
Vecteur de clonage 



P. STRAGIER 

I 1 . Pasteur Paris 



pGIT 001 5780 



Tet r Vecteur d' expression 



P. BRUNEAU 
I* Merieux 



PABN 1 18300 



Amp* Vecteur p Plac + BBP8 5TF et 

fragment Hind III 16,3 kb de mUNCB (2) 
ColV-K30 portant I'operon 
aerobactine 



pMS 101 15300 



Amp* Vecteur pBR 322 + 
fragment Hind HI de 11 kb du 
chromosome de E. coli, portant 
les genes entD , fepA , fes et 
entF 



IAiro et YJIG (19) 
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TABLEAU III 



Jour 0 Jour 14 Jour 28 Jour 35 



injection injection injection injection 

intradennique intramusculaire intramusculaire 1 r y h rann «n i lai r e 



125ug 125ug 125*ig 250ng 

Prise de sang 5 ml Prise de sang 10 ml 

Jour 42 Jour 49 Jour 56 



injection injection 
intramusculaire intramusculaire 



25tyig 250*ig 
Prise de sang 50 ml Prise de g»ng 60 ml 
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Selection avec la cloacine 



\ 

CLOhES AJ4* TET 8 CLO* 



STRATBGIE DE OXNAGE DE5 GB€S iut A 
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TABLEAU V 



CD1V-K30 ✓ fffjf? 4Wc/*<& 

Bam HI 




Bam HI 



Bam HI 



Bam HI 



Bam HI 



CARTE DE 



R^^DB FRA^ Ban HI - HI RHTANT LE ^ 
I80LES DES SOUGHS ColVHC30, 15393, 15972 ET 16003 
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TABLEAU VI 
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TABLEAU VII 

Comparaison des sequences nucleotidiques des fragments de 
restriction BstE n - BstE II (3,2 kpb) des operons 
aerobactine de p ColV-K30 et p 15972 

15972 S6TTACC6TTCT6C6TT6CCACAWTAC^CCCTMCTMT6CCCWWTMCCAT6MC 

61 



121 
121 
181 
181 
241 
241 



301 
301 



541 
541 

601 
601 
661 
661 
721 
721 
781 



841 



*ia lac d 



??:TT?T?TTTf??T«CTACACAGCATCTTTG6^ 
GACTTGTCTTTAACTCGCTACACAGCATCTTTC 

361 AATA5EATGATAAGCAAAAAGTATAC G CTTT GRR r. T:T ^ T6C 

361 ™«SSB^ 

421 GAT6GC6CCAGCAGTCGCTr4ArAAA AreATpIiA! ! I LlLULilll'l • \ * ' I 1 1 S S 



481 

431 ^^^^ 



GGAACA6CAGATTCAGGGCGGCAAAGAGCTTAAAGACGCACTGGCT 

ffTT????Tff??????????f??^9?^?Te?^T^7?^T?T GCG T GG ccGccc3CT 

CCHGACGTCAGCAGCCGGAGCCGCAC^ 

GGTCGTGCTGGTTGACGGCGTGCGTCTCAACTCTTCACGTACCGA^ 
CTCTATAGATCCTTTTAATATGCACCATATTGAA6TGATCTCCGCT 

78i ceGCGGCGGCAGTAccGGlRRrA™!;;;:;:; • \ •> •• S ! : : J ! ! : 



AC 

rTTGAGGCTRGPArrAAAACTr!pr-i-TT««-. — 

!!!!••!••!! 



pomp i r 1 r>r k»c-mp%p i^ph/ii* 
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TABLEAU VII (suite) 

901 
901 
961 
961 
1021 



ATATCAGAAATTTRftfrrrTrrTTTrArrr»T* « " "•■••■■■•■•itiiii 



AC 



'CCATCAGA6GGACCA6CACGCCATTCST 
CCATCA6A6S6ACCAK 



! ! : : : ! :::::::!:• "717777 7777 ^7 ??V?^ tbbta cbct6aacat 

1081 
1081 
1141 

.... hmmjm^ 

1201 

1201 ^^U^ 

1261 fiffif!??f?ff?ffT^^ 

1261 6TACTCTGACAGCfiPTTTTrTeee^^ ' ?1 !''•'•■!! ' 

1321 
1321 
1381 

1381 TTMreicifi^y^ 
1441 

1441 GGACGGCTG^AAifplrr^^ i 

1501 

' '"" ~~~ ATTTA 

I I I ■ I 
I I I 0 I 

AAGATTTA 



SATGA 

GTCGTTGCGATTCTAr r rRTTrrrelriil I ilil 11 i I 1 I ! ' 1 ! Ill J •■■•'••••!! 



1501 

?????????????T^^T? G T A T?^ A T? A 99^CCTGGCGGCCT- 

CCTGCAATCA6G 

cAccAccGGGCGCTATrcBiAB;^;;;;; • • ii iiiiiiillliniii \ « : 



1561 
1561 
1621 

'"' ????fIT??T??nT^TS??T*9????«?«ra6CflSATT G 6CecC06B«6GCTAC 
.74, "CCGCttACG MTT fTM^CTCASTCGATTftCOAC «TTCCTeTT«ACGCC0 6 
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TABLEAU VII (suite) 



2521 
2577 
2581 
2637 
2641 



T?T??T^T?^?fT^???^? C6 ?e?? A ? GCATGGCTCAACTT CTCCCAG6GCGT6GA 
' ■ ■ ■ i • • • • J ! I !''!!!!! ! I ! I I I !!! ! I!'!' 1 1 I* i m i i i 

TCTGCTGATGCACATCACCGAACGCCAGCAGGCAiGGaaAafcTCCCAGGGCGTCGA 

• ' " ■ :■::::::::::::::;•::••••••;•••>••.....,.... . . v 

GCTGCCGGACCCGGGTAAATACTATGGTCGCGGCAiciATCGTCaGCAGTCAACGGCCA 



1 i !!!!: i ;:!;:;:::;: ; i • ::!!• • • T77 77777 777 

TCTTCCTCTAACAAAGAGTGTGAACGTCAGCGACAGCAAGCTGGAAGGC^ 

TT?TT A T GAG ?T GGG ?T GG ? G CTTTACTGGCAATAATCTGCGTACCCAAATCGCGGCCTA 
TTCTTATGAGCTG6GCTG6CGCTTTACTGGCAATAATCTC 

CTATTrrATTTrTrATA I »••■«!••'•••• X 5 !! 5 !!!!! J !5 j j ••••• • ; j ; 



1798 
1801 
1858 
1861 
1918 
1921 
1978 
1981 
2038 
2041 

2098 
2101 
2158 
2161 
2218 
2221 
2278 
2281 
2338 
2341 

2398 
2401 
2458 
2461 

2518 AGGCAGGGGCC ™* 



ii J • J • I ! J ! ! ! ! : ! S i : J ! ! ! ; J J J ; ; J j j ; ; ; ; « ; ; 77 .77 

CGACAAACGCCGTATTTACGGCGTGGAAGGTGCGGTGGACTACCTGATT^ 

• • • I!!!!!! S !!!!!'•!•'• > *•••>•••• * • 77 . 7.7 7 

CTGGAGTACCGGAGTGAACTTCAACGTGCTGAA^CTGAGTCGAAAGT6AACGGTAC^ 

G ? A6AAA T A ? GA T G T GAAGA ? AG ^A6CCCATCAAAAGCGACAGCCTACATTGGCTGGGC 

• • • : : !!! J !!!!!! :i! s :,' : !::::: j '!•••:"••• ■ • i ... • 777 . 

GCAGAAATACGATGTGAAGACAGCAAGCCCATCAAAAGMAMGCciACAnGGCTGGK 

A ?? GGA ^? G T GGAG T?T G CGCGTGCAGAGCACCACCTCCTTTGACGTGAGCGACGCGCA 

• • 1 ' • mm!!!!! !;;;mmmm!2 >•.. 

ACCGGACCCGTGGAGTCTGCGCGTGCAGAGCACCACCTCCTTTGA^ 
GGG ?T A ? AAGG T? GA T G6 ?T A T ACCA CCGTGGATCTGCTCGGCAGTTATCAGCTTCCGGT 

• • • • ■ • '•• : '•••> s: !>•::: i ■;: i :::::: : ■ 

GGGCTACAAGGTCGATGGCTATACCACCGTGGATCTGaCGGMGiiATCAGCncciGT 

• ' » ■ • • * ' • i S * !!!! I !!!'!•»•'••' • 

GGGTACACTCAGCTTCAGCATTGAAAACCTTTTCGACCGTGACTA^ 

G ? AG ? G T G ? A ?? A ?T G T A ^ A CA6CCCGGGTTACGGCCCAGCGTCACTGTACGACTACAA 
6CAGCGTGCACCACTGTACTACAGCCCGGGTTACGGCCCAGCGTCACTC 

? GG 9 AGGGGCC CAC ?TTT GG Tcfp A CTACTCTGTGCTGTTCTGACCGGTATTCCTTTA 
AGGCAGGGGCCGAACCTTTGGTCTGAACTACTCTGiGCTGnci^CCGCTAiTCCmA 

HI 

? AA ? AAAGG T ACGC T GA T A T? AAGA ! GG ?? 6 CT6ACAGCCAAGTTGATATCATATAATAC 
CAACAAAGGTACGCTGATATCAACATGGCCGCTGACAGCCAAGTTGATATCATATAATA^ 
A ? GA ? A T AA T C T G T AG T? AGGGAGGATA6ACTCTTTACT SACTACAGATTATGTCCTGTT 
ACGACATAATCTGTAGTCAGGGAGGATAGACTCTTTACTGACTACAGATTATGTCGTGTT 
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TABLEAU VII (suite) 



2697 
2701 
2757 
2761 
2817 
2821 
2877 
2881 
2937 
2941 

2997 
3001 
3057 



3117 
3121 
3177 



"?T??T^TTT CCTCAAAAAAATACAAGAAAA6AATT AGTATTCTAACAAAAAST6AAA 

millilllllllil s :.•::::::::!::! s : : : • 

CCGTGCTCATTTCCTCAAAAAAATACAAGAAAAGAATTAGTATTCTAACAAAAAGTGAAA 
T AAA TT? TATWAACTCCCTCTTTTAATCCTGTTGA GTAAATCAGCTTTTGCAATAGGAT 

:i ::::::::::::::::::: : 1 1 : 1 1 1 :::::: t t :::: i :::::: 1 1 :: ; 

TAAATTGTATCAAACTCCCTCTTTTAATCCTGTTGAGTAAATCAGCTTTTGCAATAGBAT 
TGAAAGAGTGTAAGTG6AATCTCTTCCGGATACTCGTTACCACCGTGGCTAGAATATCTA 

! ! : ! : ! - - ! : s > : : « : « « s : : : 

TGAAAGAGTGTAAGTGGAATCTCTTCCGGATACTCGTTACCACCGTGGCTAGAATATCTA 
Mbnt 181 



CGGCTGCGGGGGTGATCCTGCCAACT7ACTGATTTAGTGTATGATGGTGTTTTTGAGGTG 
• •■••ili! Ipmn^i ; • j • • • • • < • • i ■ • • j . • . i . i j . . 1 1 1 ■ ■ , , , , 

cggctgcgggggtgatgctgccaacttactgatttagtgtatgatggtgtHttgaggtg 

CTCCAGTGGCTTCTGTTTCTATCAGCTGTCCCTCCTGTTCAGCTACTGACGGGGTGGTGC 

llllllillliil^llill 1 '' ::: s::::: : ::::!::: 

CTCCAGTGGCTTCTGTTTCTATCAGCTGTCCCTCCTGTTCAGCTACTGACGGGGTGGTGC 

?T AA ???? AAAAG ? A ? CSCCGeACATCAGC6CTAT CTCTGCTCTCACTGCCGTAAAACAT 
GTAACGGCAAAAGCACCGCCGGACATCAGCGCTATCTCTGCTCTCACTGCCGTAAAACAT 
??? AA ?T G ? AG TT? A r TACACCGCTTCTCAACCCGGTACG CACCAGAAAATCATTGATA 

i :<::::: i :::::: s ::::::: x :::::!::::::::!!:!! • 

3061 GGCAACTGCAGTTCACTTACACCGCTTCTCAACCCGGTACGCACCAGAAAATCATTGATA 
T GG ?? A T GAA T GG ? G TT GGA T GCCGGGCAA CCGCCCGCATTATGGGCGTTGGCCTCAACA 
TGGCCATGAATGGCGTTGGATGCCGGGTAACTGCCCGCATTATGGGCGTTGGCCTCAACA 
CGATTTTCC6CCATTTAAAAAACTCAGGCCGCAGTCGGTAACC 

::::::: ::: !:::::::?::: 

3181 CGATTTTACGTCACTTAAAAAACTCAGGCCCCAGTCGGTAACC 



Matches = 3207 Mismatches = 12 Unmatched = 4 
Length = 3223 Matches/length = 99.5 percent 
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15393 
15972 
16003 
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755 TABLEAU VIII 

GTS ATC TTC QST GOG 



Ool\HC30 
15393 
15972 
16003 



1748 

GACGCA TTC TGG CGG CTC AGT CGA TTA 03A CAC TTC CTG 
C ATT OCT GQC GGC TCA GTC GAT TAC GAC AAC TTC CTG 



-C ATT CCT GGC GQC TCA GTC GAT TAC GAC AAC TTC CTG 
-C ATT OCT GGC GQC TCA GTC GAT TAC GAC AAC TTC CTG 



CO1V-K30 
15393 
15972 
16003 



1814 

ACC GAA COG GAG GAG 
G O 



-GC- 



-GC- 



CD1V-K30 
15393 
15972 
16003 



2421 

GAA AAC CTC TTC GAC 
T 



2325 

CO1V-K30 GQC CCA CCT TTC GTC TCA 

Gly Pro Pro Leu Val END 
15393 GQC CGA ACC TTT GGT CTG AAC TAC TCT GTC CTG TTC TGA 

15972 GA ACC TTT GGT CTC AAC TAC TCT GTG CTC TTC TCA 

16003 GA ACC TTT GGT CTG AAC TAC TCT GTC CTG TTC TGA 

Gly Arg Thr Phe Gly Leu Asn Tyr Ser Val Leu Phe END 



DIFFERENCES ENTRE LES SEQUENCES DES 3 GENES iut A CLONES 
ET LA SEQUENCE DU GENE iut A DE p Co1VHC30 
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TABLEAU IX 
EOO RI CI857 




Ter- 

Cr6ation oe TATC 

Digestion Bam HI ... AT6GATCC. 

TACCTAGQ.. 

Digestion Mung Bean 5'... ATQ 3* >» 5* A T Q 3' 

3'... TACCTAG 5* »> 3* T A C 5* 



CARTE PHYSIQUE ET GBOIQUE DE p GTI 001 
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TABLEAU X 



Acc I 



ATG ATQ ATA AGC AAA A A G TAT ACG CTT 



MET NET ILE SER LYS LYS TYR THR 



LEU 



1) 5' ATGATAAGCAAAAAGT 3* 



2) 3' TACTATTCGTTTTTCATA 



5' ATGATAAGCAAAAAGT 3' oligo "iut" 

3- TACTATTCGTTTTTCATA 5' 



D6but du g^ne iut A et sequence de Toligonucl&jtide double br1n 
utilise pour la arise en phase du gene iut A dans p GTI 001. 
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TABLEAU XI 

S7RA1B32E D'lNSSTTDON DU GBsE iut A DANS p GTI 001 
1£re partie 

HI 



PAT 153 



pAT 153 




Bst E II 



i 




Bst E n 

I 

Digestion Bst E II-Pr61evement bands 3225 pb 

I Ban HI Bam HI 

KLENQW 



*Eco R V 
^ (Eco RV) 

Digestion Eco RV 

I 

Ligation avec linker Xhol 
(Eco RV) 




Digestion par Bam HI et Xhol 
Prelevenent bands 2780 pb 



Ligation avec pOTI 001/partielle Bam Hl/Xhol 





Acc I 



Xhol 



Digestion partial 1e Bam HI 

Hung Been Nuclease 
Digestion partial 1e Acc I 

I 

Ligation avec oligo iut double brin 

L 

(Bam HI) fflQS 
Acc I 



HI Eco RI 



Eco RI 



HI 
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TABLEAU XII 



Etape 4 



Fragnent 6260 pb 




polylirtter 



Eco RE 



Digestion Bam HI 
Nuclease Kng 



ECO-fll 




Digestion Era RE 
Prttevenent fragment 1750 pb 



Xho I 



LIGATION 
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TABLEAU XIII 



(Bam HI) 




Bam HI 



CARTE DE RESTRICTION DES PLASMIDES GTTT P-2 ET GTT B-5 
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CARTE DE RESTRICTION DE p MS 101 ET CONSTRUCTION DE p F-l 
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TABLEAU XV 
Dftutda la segjence du gfene ftep A 



5 



3* 



' II II II II 1 

1 » II II || | 

8GAATAAAACAATG AAC A A Q A A Q ATT 3* 

ASN LVS LYS HE 

A cbtenlr aprte nutag&itee : 

QQAATAAAACAQTTAACAAQAAQATT 3' 

CCTTATTTTQTCAATTQTTCTTCTAA 5' 
I I 



stte Hpa I 



OUgonuclfotitte utilise (27 ner) 

5' CTTCTTQTTAACTQTTTTATTCC 3* 



* 1 'oligonucleotide da synthtee utilise 
Pa*- to niitagfritee de fa, a 
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TABLEAU XVI 
STOATHUE D'INStHIION DU GENE feo A DANS p OTI 001 

16re par Lie 



Bam HI 
ECO RI i 1100 



pBR 322 




Eoo RI 



Digestion Stu I 
Addition linker Xho I 
LIGATION 



Xho I 



ECO RI 



Ssp I 



Sph I 



Digestion partial le Eoo RI 

i 

linteire 10600 pb 



Digestion Sph I 




Preldvement fragrant 6900 pb 



Ligation dans M13 np 19/Bco RI + Hinc 

4- 

KJTAGeeSE 
2 
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TABLEAU XVII 




Digestion Xho I-Sph I - ft-61evement fragment 2530 pb 

4 

Digestion partielle H» I - Pr6tevenent Frag ne nt H&a I-Xho I 2350 pb 
LIGATION avec-pjSTI 001 /partielle Bam HI/Nuc lease Mung Bean/Xho I 
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REVENDICATIONS . 
1. Procgdg de culture de bactgries exprimant des 
protgines de la membrane externe regulges par le fer et dont 
certaines sont des rgcepteurs de sidgrophores ou de 
5 transferrines, utilisables dans une preparation vaccinale, 
caractgrisg en ce que I 1 on cultive lesdites bactgries dans 
un milieu dans lequel on rgduit, & I'aide d'une protgine 
forte chgla trice du fer, telle qu f une lactof errine, la 
teneur en fer h un niveau permettant d'obtenir une 
10 expression accrue desdites prolines rgcepteurs suffisante, 
pour induire, lorsque lesdites bactgries sont utilisges dans 
un vaccin, la formation d'anticorps empfichant la 
reconnaissance spgcifique des sidgrophores par leurs 
rgcepteurs. 

15 2. Procgdg selon la revendication 1, caractgrisg en 

ce que les bactgries appartiennent au groupe formg par les 
enterobactgries des families Escherichia coli , Klebsiell a, 
Salmonella thyphimurium , Shigella . 

3. Procgdg selon la revendication 2, caractgrisg en 
20 ce que les sidgrophores excrgtgs par les bactgries, sont des 

sidgrophores agrobactine et/ou entgrobactine. 

4. Procgdg selon la revendication 3, caractgrisg en 
ce que les prolines exprimges sont les protgines Iut A 
et/ou Fep A. 

25 5. Vaccin anti-bactgries septicgmiques, caractgrisg 

en ce qu'il contient h titre de principe actif, des 
antig&nes comportant des bactgries enti&res obtenues par 
culture dans un milieu dans lequel on rgduit la teneur en 
fer & un niveau permettant d f obtenir une expression accrue 

30 de protgines de la membrane externe rggulges par le fer et 
dont certaines sont des rgcepteurs de sidgrophores ou de 
transferrines, ou des fragments de ces bactgries, ou des 
prolines rgcepteurs de transferrines ou sidgrophores, et 
notamment les protgines Iut A et Fe A, extraites de ces 

35 bactgries. 

6. Vaccin selon la revendication 5, caractgrisg en ce 
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que lesdites bacteries sont des bacteries obtenues par le 
proc6d€ sel n l'une quelconque des revendications 1 a 4. 

7 . Bacteries exprimant en quantites accrues au moins 
une proteine de la membrane externe regulee par le fer et 

5 constituant un recepteur de transferrine ou siderophore, 
caracterisees en ce qu'elles comportent des vecteurs 
d'ex ression recombinants exprimant la ou lesdites 
proteines . 

8 . Bacteries selon la revendication 7 ., caracterisees en 
10 ce que les genes exprimes dans lesdits vecteurs appartien- 

nent au systeme d« expression des proteines de la membrane 
externe regulees par le fer faisant partie du groupe forme 
Par les enterobacteries des families E. coli, Klebsiella . 
Salmonella thyphimurium. Shigella . ~~ 
15 9 . Bacteries selon la revendication 8 ; caracterisees en 

ce que lesdites proteines appartiennent aux systemes des 
siderophores aerobactine et/ou enterobactine . 

Itt Bacteries selon la revendication 9, caracterisees en 
ce que les proteines synthetisees sont les proteines lut A 
20 et/ou Fep A et/ou leurs precurseurs. 

11 . Bacteries selon la revendication id, caracterisees 
en ce que la proteine lut A est obtenue par un precede con- 
sistent, notamment, a isoler la partie plasmidique d'une 
souche d'E. coli ou d'une autre enterobacterie portant 
25 l'operon aerobactine, a separer de la partie plasmidique un 
fragment portant le gene iut_A, a liguer ledit fragment avec 
un vecteur de clonage, a inserer le gene iutA. clone dans un 
vecteur d' expression, et a faire exprimer la proteine lut A 
par culture des clones. 

30 12 . Bacteries selon la revendication 11, caracterisees 

en ce que le vecteur d' expression utilise pour exprimer la 
proteine lut A a son origine de replication placee sous le 
controle du promoteur tac et en ce que le gene a exprimer 
est sous le controle du promoteur fort "Pr" dont le 

35 represseur est thermosensible. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



WO 90/11349 



PCT/FR90/00183 



66 

13. Bacteries selon la revendication 10, caracterisees 
en ce que la proteine Fep A est obtenue par clonage du gene 
fep A dans le vecteur d 1 expression defini dans la revendica- 
tion ll ou iz 

5 14 . Procede de synthase d'IROMPs et notamment des 

protSines Iut A et Fep A ou leurs precurseurs prolut A et 
proFep A, caracterise en ce que l'on cultive dans un milieu 
appropri£, des clones definis dans les revendications 11a 
13 d'abord k une temperature inferieure a 32 *C puis a 42 *C 
10 pour induire I 1 expression des genes iut A et fep A. 

15. Vaccin anti-bacteries septicemiques , caracterise en 
ce qu'il contient a trtre de principe actif des IROMPs et 
notamment, les proteines Iut A et/ou Fep A et/ou les 
precurseurs de ces proteines extraits de la membrane externe 
15 ou du cytoplasme des bact&ries recombinantes r selon l'une 
quelconque des revendications 7 d 13. 

16- Vaccin selon la revendication 13 , caracterise en ce 
qu'il contient lesdites bacteries recombinantes ou des frag- 
ments de ces bacteries. 
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